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Abstract 
 
Bone morphogenetic protein -2 (BMP-2) and the Growth differentiation factor (GDF-
9) belong to the superfamily of transforming growth factor-beta (TGF-B). The BMP-2 
acts on the cells of the granulosa cells by affecting the growth of ovarian follicles and 
the production of steroid hormones. GDF-9 is mainly expressed in follicular oocytes 
and has an essential role in the regulation of ovarian function.  
 
The effect of the combination of BMP-2 and GDF-9 (BMP-2 + GDF-9) so far has not 
been studied and there are no reports of their role in terms of steroidogenesis in 
humans.  
  
The purpose of this study was to determine the effect of the combination of BMP-2 
and GDF-9 (BMP-2 + GDF-9) in the steroidogenesis in human granulosa cells. 
Initially, a determination of the levels of estradiol and progesterone in the culture of 
granulosa cells held by radioimmunoassay (RIA), the optimal concentration of BMP-
2 and GDF-9 for 48 hours. Then, a determination of the levels of estradiol and 
progesterone in the granulosa cells culture  by radioimmunoassay (RIA) after 
incubation for 48 hours, with the following combinations of hormones: BMP-2, GDF-
9, BMP-2 + GDF- 9, BMP-2 + FSH, BMP-2 + GDF-9 + FSH, GDF-9 + FSH, FSH.  
 
The results showed that the combination of BMP-2 + GDF-9 increases the production 
of estradiol and causes a relative increase of progesterone relative to the control 
group. Also, the combination of BMP-2 + GDF-9 gives indications that BMP-2 has 
inhibitory activity on GDF-9 to the production of estradiol and progesterone. Due to 
the small number of samples these differences were not statistically significant.  
 
The BMP-2 and GDF-9 factors play a role in steroidogenesis and therefore regulate 
ovarian function. This study is basic research that needs further investigation to 
determine the exact role of BMP-2 + GDF-9. 
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Περίληψη 
 
Η οστική µορφογενετική πρωτεΐνη -2 (BMP-2) και ο  αυξητικός τροποποιητικός 
παράγοντας (GDF-9) ανήκουν στην υπεροικογένεια των αυξητικών παραγόντων 
µετασχηµατισµού-β (TGF-Β). Η BMP-2 δρα στα κύτταρα της κοκκώδους στιβάδας 
επηρεάζοντας την ανάπτυξη των ωοθυλακίων και την παραγωγή των στεροειδών 
ορµονών. Ο GDF-9 εκφράζεται κυρίως στα ωοκύτταρα των ωοθυλακίων και έχει 
ουσιαστικό ρόλο στη ρύθµιση της λειτουργίας της ωοθήκης. 
 
Η δράση του συνδυασµού της BMP-2 και του GDF-9 (BMP-2+GDF-9) µέχρι τώρα  
δεν έχει µελετηθεί και  δεν υπάρχουν αναφορές για το ρόλο τους σε ότι αφορά τη  
στεροειδογένεση στον άνθρωπο.  
  
Σκοπός της µελέτης ήταν να καθοριστεί η δράση του συνδυασµού της BMP-2 και του 
GDF-9 (BMP-2+GDF-9) στη στεροειδογένεση των ανθρώπινων κοκκωδών 
κυττάρων. Αρχικά έγινε  π ροσδιορισµός των επιπέδων της οιστραδιόλης και της 
προγεστερόνης στο υπερκείµενο καλλιεργειών ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 
κυττάρων που πραγµατοποιήθηκε µέσω ραδιοανοσοδοκιµασίας (RIA),  για την 
βέλτιστη συγκέντρωση της BMP-2 και του GDF-9 για 48 ώρες. Κατόπιν,  
πραγµατοποιήθηκε προσδιορισµός των επιπέδων της οιστραδιόλης και της 
προγεστερόνης στο υπερκείµενο καλλιεργειών ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 
κυττάρων µέσω ραδιοανοσοδοκιµασίας (RIA) µετά την επώαση τους για 48 ώρες, µε 
τους εξής συνδυασµούς ορ µονών: BMP-2, GDF-9, BMP-2+GDF-9, BMP-2+FSH, 
BMP-2+GDF-9+FSH, GDF-9+FSH, FSH.  
 
Οι στατιστικές αναλύσεις έδειξαν ότι ο συνδυασµός BMP-2+GDF-9 αυξάνει την 
παραγωγή οιστραδιόλης και προκαλεί σχετική αύξηση της προγεστερονης σε σχέση 
µε την οµάδα ελέγχου. Επίσης, από τον συνδυασµό BMP-2+GDF-9 φαίνεται ότι η 
BMP-2 έχει την τάση να µειώνει την παραγωγή οιστραδιόλης και προγεστερόνης. 
Ξεκάθαρα συµπέρασµατα δεν µπορούν να παρατηρηθούν από τη στατιστική µελέτη 
καθώς ο αριθµός των δειγµάτων ήταν µικρός. 
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Η BMP-2 και ο GDF-9 παίζουν σηµαντικό ρόλο στη στεροειδογένεση και κατα 
συνέπεια στη ρύθµιση της λειτουργίας της ωοθήκης. Η παρούσα µελέτη αποτελεί 
βασική έρευνα  που χρήζει περαιτέρω διερεύνησης, για να προσδιοριστεί ο  ακριβής 
ρόλος της BMP-2+GDF-9.  
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1. Εισαγωγή 
 
1.1 Το γυναικείο αναπαραγωγικό σύστηµα  
 
Το αναπαραγωγικό σύστηµα της γυναίκας αποτελείται από τις δύο ωοθήκες, τους δύο 
ωαγωγούς (σάλπιγγες), τη µήτρα και τον κόλπο. Το κύριο όργανο αναπαραγωγής 
(γονάδες) είναι οι ωοθήκες οι οποίες επιτελούν διπλό ρόλο: την ανάπτυξη του ωαρίου 
και την έκκριση στεροειδών ορµονών του φύλου (Vander et al., 2003). 
 
Οι ωοθήκες είναι ενδοκρινείς αδένες, έχουν σχήµα ελλειψοειδές και αποπλατυσµένο 
µε µήκος 3-6 εκ. η κάθεµία και πλάτος 1.5-3.5 εκ. Η ωοθήκη αποτελείται από α) τον 
φλοιό ο  οποίος περιέχεται από στρώµα και από ωοθυλάκια τα οποία βρίσκονται σε 
διάφορα εξελικτικά στάδια ή σε ατρησία και από β) τον µυελό που αποτελείται από 
ινοµυώδη ιστό και αγγεία (Junqueira et al., 2005). 
 
Η λειτουργία των ωοθηκών είναι περιορισµένη και σχετίζεται µε την αναπαραγωγική 
περίοδο κατά τη διάρκεια ζωής της γυναίκας (Μεσσήνης, 2005). Κατά την ενήλικη 
ζωή της γυναίκας η ωοθηκική λειτουργία εξαρτάται από την συντονισµένη δράση του 
άξονα υποθάλαµος – υπόφυση – ωοθήκες. Η εκλυτική ορµόνη των γοναδοτροπινών 
(GnRH, Gonadotropin-Releasing Hormone) παράγεται από τον υποθάλαµο και 
διεγείρει τα κύτταρα του προσθίου λοβού µε αποτέλεσµα την έκκριση των 
υποφυσιακών γοναδοτροπινών FSH (ωοθυλακιοτρόπος ορ µόνη) και LH 
(ωχρινοτρόπος ορµόνη) στις ωοθήκες (Yen et al., 1977). Η δράση αυτή γίνεται µε 
θετικούς (διεγερτικούς) και αρνητικούς (ανασταλτικούς) µηχανισµούς (feedback) 
καθώς και µε τη βοήθεια τοπικά παραγόµενων ουσιών των ωοθηκών. Οι παραγόµενες 
ουσίες διαχωρίζονται : στα ωοθηκικά στεροειδή όπως η  οιστραδιόλη (Ε2), η 
προγεστερόνη (P4), τα ανδρογόνα καθώς και στα ωοθηκικά µη-στεροειδή όπως η  
ινχιµπίνη, η ακτιβίνη, η φολλιστατίνη  και ο  παράγοντας άµβλυνσης των 
γοναδοτροφινών (GnSAF) (Messinis, 2006).   
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1.1.1 Στεροειδογένεση  
 
Οι στεροειδείς ορ µόνες του φύλου παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη της 
διαφοροποίησης των αναπαραγωγικών ιστών και στη διατήρηση της γονιµότητας 
(Drummond, 2006). Η στεροειδογένεση αποτελεί κρίσιµη διαδικασία για την επιλογή 
του ωοθυλακίου και είναι το αποτέλεσµα της συντονισµένης δράσης της FSH και της 
LH στο πλαίσιο των δύο-κυττάρων δύο-γοναδοτροπινών των ωοθηκών (Messinis 
2006). Σύµφωνα µε το µοντέλο των δύο-κυττάρων δύο-γοναδοτροπινών (Εικ.1), 
περιγράφεται ο  ρόλος των κυττάρων της θήκης και των κοκκωδών κυττάρων στην 
παραγωγή των στεροειδών ορµονών, δίνοντας έµφαση στη συνεργασία µεταξύ των 
δύο κυτταρικών τύπων (FSH και LH), οι οποίοι είναι απαραίτητοι για την παραγωγή 
οιστρογόνων (Drummond, 2006). 
 
 
 
Εικ.1: Μοντέλο των δύο-κυττάρων δύο γοναδοτροπινών (Drummond, 2006). 
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Τα κύτταρα της θήκης διαθέτουν υποδοχείς για την LH, η οποία απελευθερώνεται 
από την πρόσθια υπόφυση. Κατά την πρόσδεση στον υποδοχέα του, η LH 
σηµατοδοτεί τα κύτταρα της θήκης για την αύξηση της µεταγραφής των γονιδίων που 
κωδικοποιούν τα αναγκαία µέτρα για τη µετατροπή της χοληστερόλης σε ανδρογόνα 
(ανδροστενεδιόνη και τεστοστερόνη) (Miller et al., 2011).  
 
Από την άλλη πλευρά, τα κοκκιώδη κύτταρα διαθέτουν υποδοχείς για FSH, η οποία 
επίσης απελευθερώνεται από την πρόσθια υπόφυση (Carson et al., 1979). Κατά την 
πρόσδεση στον υποδοχέα, η FSH σηµατοδοτεί τα κοκκιώδη κύτταρα για την αύξηση 
της µεταγραφής των γονιδίων που κωδικοποιούν τα ένζυµα που είναι απαραίτητα για 
την µετατροπή της θήκης προερχόµενων ανδρογόνων σε οιστρογόνα [17β-
οιστραδιόλη (Ε2) και οιστρόνη].  
 
Στα κύτταρα της θήκης, η χοληστερόλη είτε εσωτερικεύεται από  λιποπρωτεϊνικούς 
υποδοχείς ή συντίθενται de nονο. Μια έρευνα έδειξε ότι η χοληστερόλη µεταφέρεται 
στα µιτοχόνδρια µε STAR (Strauss et al., 1999; Christenson & Strauss 2000; Stocco 
2001). Στα µιτοχόνδρια, η χοληστερόλη µετατρέπεται σε πρεγνενολόνη µε διάσπαση 
του κυτοχρώµατος Ρ450 χοληστερόλης της πλευρικής αλυσίδας (CYP450scc; 
CYP11A1;)( Miller, 1988; Hanukoglu, 1992). Στη συνέχεια, η  πρεγνενολόνη 
διαχέεται από τα µιτοχόνδρια στο λείο ενδοπλασµατικό δίκτυο όπου µπορεί να 
µετατραπεί σε προγεστερόνη µε 3β-υδροξυστεροειδών αφυδρογονάση (Penning, 
1997) ή σε DHEA µε 17α-υδροξυλάση-17,20-desmolase (CYP45017α; CYP17A1). 
Τόσο η HSD3B και το CYP17A1 καταλύει τη µετατροπή της DHEA και της 
προγεστερόνης για τη δηµιουργία  ανδροστενοδιόνης (Hanukoglu 1992), 
αντιστοίχως. Η  ανδροστενεδιόνη µπορεί είτε να µετατραπεί σε τεστοστερόνη µε 17β-
υδροξυστεροειδούς αφυδρογονάσης (HSD17B) εντός του κυττάρου θήκης ή 
διαχέεται εντός των κοκκωδών κυττάρων. Στα κοκκιώδη κύτταρα, η αρωµατάση 
(CYP450arom ; CYP19A1) µπορεί να µετατρέψει ανδροστενεδιόνη σε οιστρόνη και 
η τεστοστερόνη σε Ε2 (Hanukoglu 1992). Επιπλέον, τα κοκκιώδη κύτταρα µπορεί να 
µετατρέψουν την οιστρόνη σε  Ε2 µέσω της δράσης του HSD17B (Penning, 1997). Η 
Ε2 είναι η πιο ισχυρή µορφή των οιστρογόνων στα θηλυκά της αναπαραγωγής. 
Ωστόσο, µετά τη σύνθεση τους, η  Ε2 µπορεί να µεταβολιστεί περαιτέρω σε 2-
hydroxyestradiol µε CYP1A1 / 2 και CYP3A4, ή σε 4-hydroxyestradiol µε CYP1B1 
(Hayes et al., 1996, Tsuchiya et al., 2005). Αυτές οι  τροποποιήσεις οδηγούν σε 
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απενεργοποίηση της Ε2 και οι  περαιτέρω τροποποιήσεις πιστεύεται ότι οδηγούν σε 
κυτταρική βλάβη (Tsuchiya et al., 2005).  
 
Αρκετές είναι οι  χηµικές ουσίες που έχουν την ικανότητα να µεταβάλλουν την 
σύνθεση και το µεταβολισµό των ορ µονών των ωοθηκών στεροειδών του φύλου, 
µεταβάλλοντας την έκφραση και την καταλυτική δραστικότητα αυτών των ενζύµων. 
Η ενδοκρινική διαταραχή συµβαίνει όταν η ορµόνη δεν είναι πλέον διαθέσιµη για να 
δεσµεύσει τον υποδοχέα της και αποτυγχάνει να διατελέσει τη φυσιολογική 
λειτουργία του (Miller et al., 2011). 
 
Εκτός από αυτά τα ένζυµα που προαναφέρθηκαν και άλλοι παράγοντες συντελούν 
στην στεροειδογένεση όπως το σύστηµα ινχιµπίνης/ακτιβίνης, οι IGFs (IGF1 και 
IGF2) και οι δεσµευτικές πρωτείνες αυτών IGFBPs (Μεσσήνης, 2005). 
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1.2 Αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού β (Transforming 
growth factor- β ήTGF-β) 
 
Ο αυξητικός παράγοντας µετασχηµατισµού β (TGF-β) ανήκει σε µια υπεροικογένεια 
αυξητικών παραγόντων. Ανάλογα µε τον τύπο και το µέρος του κυττάρου που 
επιδρούν τα µέλη του TGF-β, τα αποτελέσµατα είναι διαφορετικά. Τα µέλη του TGF-
β είναι πολυλειτουργικές σηµατοδοτικές πρωτείνες και σε αυτήν ανήκουν: α) οι 
διάφορες ισοµορφές του TGF-β  (TGF-β1, TGF-β2, TGF-β3), β) οι οστικές 
µορφογενετικές πρωτεϊνες  (BMPs), οι οποίες αποτελούνται από 20 µέλη, γ) οι 
αυξητικοί παράγοντες διαφοροποίησης (GDFs), που ανήκουν τουλάχιστον 9 µέλη 
(Knight et al., 2006), δ) οι ακτιβίνες, ε) η αντιµυλλέρια ορµόνη, στ) οι ορµόνες Nodal  
και ζ) άλλοι δοµικοί παράγοντες αντίστοιχα  στον κάθε οργανισµό (Massague 1998). 
 
O ρόλος τους είναι καθοριστικός τόσο στην εµβρυική όσο και στην ενήλικη ζωή, εφ’ 
όσον συµµετέχουν στην ανάπτυξη, την συντήρηση, την αναγέννηση των διαφόρων 
ιστών και οργάνων (Esch et al., 1987; Hogan 1996; Reddi 1998; Reddi 2005; Piek et 
al., 1999) καθώς και την οµοιόσταση των ιστών (Piek et al., 1999). Επίσης αυτοί οι 
παράγοντες ρυθµίζουν την κυτταρική µετανάστευση, τη σηµατοδότηση, τον 
πολλαπλασιασµό, την διαφοροποίηση και τον θάνατο καθ 'όλη τη διάρκεια της ζωής 
ενός οργανισµού (Massague et al., 2000). 
 
Συγκεκριµένα, ο ι TGF-β επάγουν έντονα εξωκυττάρια σύνθεση και έκφραση της 
ιντεγκρίνης, καθώς επίσης είναι και ρυθµιστές ανοσοαποκρίσεων. Οι BMPs είναι 
ισχυροί επαγωγείς του σχηµατισµού οστών και χόνδρων και διαδραµατίζουν 
σηµαντικό α ναπτυξιακό ρόλο στην επαγωγή του κοιλιακού µεσοδέρµατος, στη 
διαφοροποίηση του νευρικού ιστού καθώς και στην οργανογένεση. Οι ακτιβίνες οι 
οποίες φαίνονται ως ε νεργοποιητές της ωοθυλακιοτρόπου ορµόνης (FSH), είναι 
γνωστό ότι προάγουν την ερυθροποίηση και συµβάλλουν στην επιβίωση των 
νευρικών κυττάρων. Η δυσλειτουργία ό µως αυτών των παραγόντων έχει 
ενοχοποιηθεί σε πολλές παθολογικές καταστάσεις όπως στην κυστική ίνωση, στην 
ρευµατοειδή αρθρίτιδα, και  στην καρκινογένεση (Piek et al., 1999). 
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Ο ρόλος του TGF-β στην ανάπτυξη των ωοθυλακίων 
 
Κατά την ωοθυλακική ανάπτυξη κάθε ωοθυλάκιο έχει µία µοναδική βιοχηµική 
σύνθεση στην κάθε χρονική στιγµή. Μελέτες έδειξαν ότι υπάρχει ένας ακριβής 
συντονισµός µεταξύ της ανάπτυξης και της ωρίµανσης του ωοκυττάρου και των 
παρακείµενων σωµατικών κυττάρων, προκειµένου να παραχθεί ένα ωοκύτταρο το 
οποίο είναι πλήρως ικανό να υποστεί την γονιµοποίηση και την ανάπτυξη του 
εµβρύου. Εκτός από την ενδοκρινική σηµατοδότηση του άξονα υποθάλαµου -  
υπόφυσης -ωοθήκης, είναι πλέον προφανές ότι το ίδιο το ωοκύτταρο επηρεάζει 
σηµαντικά το µικροπεριβάλλον του αναπτυσσόµενου ωοθυλακίου. Αυτό γίνεται 
µέσω παρακρινικών και αυτοκρινικών µηχανισµών, µε την ωρίµανση του ίδιου του 
ωαρίου, καθώς και την διαφοροποίηση και το ποσοστό ωορρηξίας. Αρκετές από τις  
ρυθµίσεις που προαναφέρηκαν ευθύνονται τα µέλη του TGF-β. Ο ακριβής ρόλος  
όλων των µελών του TGF-β δεν έχει διευκρινιστεί ακόµη στην ανθρώπινη ωοθήκη. 
Πιθανολογείται ότι κάτι τέτοιο θα  προωθήσει νέες θεραπευτικές εφαρµογές για τη 
διαχείριση της γονιµότητας, καθώς και την κατανόηση για το πώς πρέπει να εκτιµηθεί 
καλύτερα η ποιότητα των ωαρίων (Juengel et al., 2004c). 
 
Επίσης, πρόσφατες µελέτες έδειξαν ότι οι οστικές µορφογενετικές πρωτείνες (BMPs) 
και ο  αυξητικός τροποποιητικός παράγοντας 9 (GDF-9) παίζουν ρόλο κλειδί στην 
ωοθυλακική ανάπτυξη καθώς και στην πραγµατοποίηση της ωοθυλακιορρυξίας 
(Paradis et al., 2010).  
 
 
1.2.1 Οστικές µορφογενετικές πρωτείνες (Βone morphogenetic 
proteins (BMPs) 
 
Οι BMPs ανήκουν στην οικογένεια των TGF-β παραγόντων (Knight et al., 2006). Ο 
ρόλος τους εµφανίζεται στην  αναπτυξιακή διαδικασία διαφόρων ιστών και οργάνων 
(Merino et al., 1999). Με την δράση τους ελέγχουν τον πολλαπλασιασµό, την 
διαφοροποίηση , την χηµειοταξία και την απόπτωση σε ποικίλους κυτταρικούς 
τύπους όπως στα επιθηλιακά, µεσεγχυµατικά, αιµοποιητικά και νευρικά κύτταρα 
(Zeisberg et al., 2008). Οι BMPs µπορεί να επιδρούν είτε άµεσα στα κύτταρα 
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στόχους είτε έµµεσα σε διαφορετικά σηµατοδοτικά µονοπάτια που επηρεάζουν την 
κυτταρική λειτουργία (Macias et al., 1997). Σηµαντικός επίσης είναι ο  ρόλος των 
BMPs στα οστά, στον χόνδρο, στα δόντια, στους νεφρούς, στο δέρµα, στα µαλλιά, 
στους µυς, στην ανάπτυξη του αιµοποιητικού και νευρικού συστήµατος, στον 
µεταβολισµό του σιδήρου και στην αγγειακή οµοιόσταση (Derynck et al., 2008).  
 
Δοµή των  BMPs 
 
Η δοµή των BMPs είναι όµοια µε αυτή των υπολοίπων µελών της υπεροικογένειας 
των TGF-β (Lin et al., 2003). Η αρχική µορφή της λειτουργικής πρωτεΐνης των BMPs 
πριν εκκριθεί από τα κύτταρα είναι µία µεγάλη προ-πρωτεΐνη, η οποία αποτελείται 
από ένα µοναδικό σηµατοδοτικό πεπτίδιο (Ν- τελικό άκρο), την προ-περιοχή και την 
ώριµη περιοχή ( C- τελικό άκρο). Στο σηµατοδοτικό πεπτίδιο περιέχεται το σήµα που 
θα οδηγήσει την πρωτεΐνη στο εκκριτικό µονοπάτι. Έτσι  πριν εκκριθεί η προ-
πρωτεΐνη, απαιτείται η αποµάκρυνση του σηµατοδοτικού πεπτιδίου. Έπειτα, ειδικά 
πρωτεολυτικά ένζυµα διασπούν τη διµερή προ-πρωτεΐνη στην περιοχή RXXR µε 
αποτέλεσµα τη δηµιουργία µιας βιολογικά ενεργούς  διµερισµένης πρωτεΐνης, η 
οποία εκκρίνεται από τα κύτταρα (Miyazono et al., 1988). Η ώριµη µορφή των BMPs 
περιέχει επτά συντηρηµένα κατάλοιπα κυστεϊνης. Τα έξι από αυτά συµµετέχουν στο 
σχηµατισµό του κόµπου κυστίνης µιας µοναδικής τρισδιάστατης δοµής για το µόριο. 
Το ένα συντηρηµένο κατάλοιπο κυστεϊνης που δεν συµµετέχει στο σχηµατισµό του 
κόµπου κυστίνης δηµιουργεί µία µοναδική δισουλφιδική γέφυρα µεταξύ των δύο 
υποµονάδων για το σχηµατισµό του οµοδιµερούς (Wang et al., 1990; Israel et al., 
1992; Schlunegger et al., 1992; Jones et al., 1994; Griffith et al., 1996; Vitt et al., 
2001). 
 
 Σε κάποιες περιπτώσεις που συνεκφράζονται πολλά διαφορετικά µέλη των BMPs 
µπορεί να δηµιουργηθούν ετεροδιµερή αντί των οµοδιµερών που προαναφέρθηκαν. 
Αυτά έχουν το χαρακτηριστικό να συνενώνονται µε µη οµοιοπολικό δεσµό και έχουν 
υψηλότερη βιολογική δραστικότητα απ’ ότι τα αντίστοιχα ο µοδιµερή (Aono et 
al.,1995; Kusomoto et al., 1997).  
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Οι BMPs αποκτούν την ιδιότητα να είναι ανθεκτικές στη θερµότητα, τη µετουσίωση 
και στις ακραίες τιµές pH λόγω της ύπαρξης πολλών συντηρηµένων καταλοίπων 
κυστεϊνών (Wozney et al., 1998).  
 
Τέλος, χαρακτηριστικό των θηλαστικών είναι ότι η δοµή των BMPs  είναι σε µεγάλο 
βαθµό συντηρηµένη καθ’ όλη την εξέλιξη. Βασιζόµενοι στην ο µολογία της 
αλληλουχίας των αµινοξέων, η υποοικογένεια των BMPs υποδιαιρείται σε επιµέρους 
υποοµάδες. Οι υποοµάδες  που ταυτοποιήθηκαν είναι οι  εξής: BMP-2/-4, BMP-3, 
BMP-7/OP-1, BMP-9/BMP-10, BMP-11/GDF-8, BMP-12/BMP-13/BMP-14 και 
BMP-15 (Reddi et al., 1998). 
 
Εικ.2: Φυλογενετικό δένδρο µεταξύ των µελών των BMPs (Ducy et al., 1999) 
   
Υποδοχείς των BMPs 
 
Οι BMPs για να δράσουν προσδένονται σε ειδικούς διαµεµβρανικούς υποδοχείς των 
κυττάρων στόχων. Γενικά οι  υποδοχείς αποτελούνται: από µία εξωκυττάρια περιοχή 
πρόσδεσης στην οποία εξειδικευµένα θα προσδεθεί το µόριο-προσδέτης, µία 
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µοναδική διαµεµβρανική περιοχή και µία ενδοκυττάρια περιοχή µε ειδικότητα 
κινάσης σερίνης/θρεονίνης. 
 
Στην υποοικογένεια των BMPs το σύµπλεγµα των υποδοχέων αποτελείται από τους  
τύπου I (BMPR-IA και BMPR-IB) και τύπου II (BMPR-II) υποδοχείς (Derynck  
1994; Massaque et al., 2000; Miyazono et al., 2001). Στους υποδοχείς τύπου Ι, 
ανήκουν επτά είδη υποδοχέων [activin receptor- like kinases 1-7 (ALK1-7)]. Οι 
υποδοχείς αυτοί βάση της δοµής και της λειτουργίας τους κατηγοριοποιούνται σε 
τρείς ο µάδες: την BMPR-I οµάδα που περιέχει ALK-3(BMPR-IA) κ αι ALK-
6(BMPR-IB), την ALK-1 οµάδα που περιέχει την ALK-1 και ALK-2 και την TβR-I 
οµάδα που περιέχει την ALK-4/ActR-IB, την ALK-5/TβR-I και την ALK-7 
(Kawabata et al., 1998). Oι υποδοχείς τύπου II κατηγοριοποιούνται σε πέντε 
επιµέρους υποδοχείς: οι BMPR-II που είναι ειδικοί για τις BMP, οι ActR-IIΑ και 
ActR-IIB οι οποίες είναι ειδικές για τις ακτιβίνες, τις µυοστατίνες και κάποιες BMP, 
οι AMHR-II µε ειδικότητα για την αντιµυλλέρια ορµόνη και οι  υποδοχείς TGFR-II 
που είναι ειδικοί για τον TGFβ (ten Dijke et al., 1993; Yu et al., 2005). 
 
Οι υποδοχείς των BMPs κατά την πρόσδεση των πρωτεϊνών δηµιουργούν 
ετεροδιµερή σύµπλοκα. Ο σχηµατισµός αυτός οφείλεται στο ότι οι BMPs, ως µόρια 
προσδέτες, εµφανίζουν υψηλότερη συγγένεια για τα ετεροδιµερή έναντι των 
µονοµερών συµπλόκων  (ten Dijke et al., 1993). 
 
Υπάρχουν δυο θεωρίες σε ότι αφορά το πρότυπο σχηµατισµού του συµπλέγµατος του 
ολιγοµερισµού των BMPs υποδοχέων. Η πρώτη υποστηρίζει ότι είναι όµοιο µε αυτό 
της υπεροικογένειας των TGF-β ενώ η δεύτερη ακολουθεί τελείως διαφορετική 
πορεία (πρότυπο) ολιγοµερισµού. Σύµφωνα µε την πρώτη άποψη, το µόριο-
προσδέτης συνδέεται µε τον τύπου ΙΙ υποδοχέα και µετά ενεργοποιεί τον τύπου Ι ενώ 
κατά τη δεύτερη θεωρία πρώτα το µόριο-προσδέτης συνδέεται στον τύπου Ι και µετά 
ενεργοποιεί τον τύπου ΙΙ (Liu et al., 1995; Nohe et al., 2002). Μη λαµβάνοντας 
υπόψιν τον τρόπο ολιγοµερισµού, το µόριο-προσδέτης αλληλεπιδρά µε µεγάλη 
ειδικότητα σε ολόκληρο το σύµπλεγµα ώστε να επάγει την περαιτέρω ενεργοποίηση 
του σηµατοδοτικού µονοπατιού (Kawabata et al., 1998; Massague et al.,1998). Ο 
ολιγοµερισµός οδηγεί στην φωσφορυλίωση της ενδοκυττάριας περιοχής του τύπου ΙΙ 
(τύπου Ι ) υποδοχέα που µε τη σειρά του φωσφορυλιώνει την περιοχή κινάσης του 
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τύπου Ι  (τύπου ΙΙ ) υποδοχέα. Η φωσφορυλίωση γίνεται στην ενδοκυττάρια GS 
παραµεµβρανική περιοχή, η οποία είναι πλούσια σε κατάλοιπα γλυκίνης και σερίνης 
(Wrana et al., 1992; Franzen et al., 1993).  Η φωσφορυλίωση του συµπλέγµατος 
οδηγεί στην µετέπειτα µεταφορά του σήµατος στα ενδοκυττάρια σηµατοδοτικά µόρια 
µε αποτέλεσµα να ενεργοποιείται ανάλογα µε την κυτταρική σειρά, το «κανονικό» ή 
το «µη κανονικό» σηµατοδοτικό µονοπάτι των BMPs (Nohe et al., 2002). 
 
Σηµατοδοτικά µονοπάτια που ενεργοποιούνται µέσω των BMPs 
 
Κατά την ενεργοποίηση του υποδοχέα των BMPs, ενεργοποιούνται δύο ειδών 
σηµατοδοτικά µονοπάτια: το «κανονικό» που περιλαµβάνει την ενεργοποίηση του  
µονοπατιού της οικογένειας των Smad πρωτεϊνών  και το «µη κανονικό» 
σηµατοδοτικό µονοπάτι που περιλαµβάνει την ενεργοποίηση του BMP- µιτογόνου 
ενεργοποιητή των πρωτεϊνικών κινασών ( BMP-mitogen- activated protein kinase ή 
BMP-MAPK) (Heldin et al., 1997).  
 
Εικ.3: Σηµατοδοτικά µονοπάτια του BMP (Shimasaki et al., 2004) 
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1.2.2 Οστική µορφογενετική πρωτείνη 2 (BMP-2) 
 
Η οστική µορφογενετική πρωτεϊνη 2 (ΒΜΡ-2) είναι ένα µέλος της  υπεροικογένειας 
του αυξητικού παράγοντα µετασχηµατισµού TGF-β και ο  ρόλος του είναι α) να 
επάγει το σχηµατισµό των οστών β) να βοηθάει στην αναγέννησή τους καθώς και δ) 
να προωθεί τα πρώτα στάδια της εµβρυϊκής ανάπτυξης σε σπονδυλωτά και σε 
ασπόνδυλα (Reddi et al., 1998). Μελέτες έδειξαν ότι, η ανεπάρκεια της ΒΜΡ-2 
οδηγεί σε εµβρυϊκή θνησιµότητα µεταξύ της ηµέρας 7,5 και 9,5 της κύησης (Zhang & 
Bradley, 1996). 
 
Δοµή και µηχανισµός της BMP-2 
 
 Η BΜΡ-2 συντίθεται ως µία προ-πρωτεΐνη η οποία γλυκοσυλιώνεται, διασπάται από 
πρωτεολυτικά ένζυµα και διµερίζεται για να δώσει την ώριµη ο µοδιµερή  προ-
πρωτεΐνης που αποτελείται από 114 C-τελικά άκρα. Όπως και όλα τα µέλη της 
οικογένειας TGF-β, η ΒΜΡ-2 περιέχει το συντηρηµένο µοτίβο αναδίπλωσης της 
κυστίνης (McDonald & Hendrickson, 1993; Murray-Rust et al., 1993). Η αλληλουχία 
που προηγείται της κυστίνης της ΒΜΡ-2, έχει δειχθεί ότι εµπλέκεται στην πρόσδεση 
της ηπαρίνης (Ruppert et al., 1996). Σε αντίθεση µε τους TGF-β παράγοντες, αυτή η 
αλληλουχία δεν συνδέεται οµοιοπολικά µε την πρωτεΐνη πυρήνα  µε δισουλφιδική 
γέφυρα. Θα πρέπει επίσης να αναφερθεί ότι, η αλληλουχία αµινοξέων τ ης ΒΜΡ-2 
δείχνει 92% ταυτόσηµη µε εκείνη της ΒΜΡ-4 (Newfeld et al., 1997). 
 
Η ΒΜΡ-2 µεταδίδει σήµατα εντός του κυττάρου µε σύνδεση και ολιγοµερισµό δύο 
τύπων υποδοχέων (Reddi, 2005). Ενδεχοµένως, δύο τύποι 1 και δύο τύποι 2 αυτών 
των αλυσίδων αλληλεπιδρούν µε ένα µόριο ΒΜΡ-2 κατά την ενεργοποίηση του 
υποδοχέα, όπως και στο σύστηµα του υποδοχέα  TGF-β (Wrana et al., 1994).  
 
Μελέτες 
 
Σε καλλιέργειες που έγιναν σε κοκκώδη κύτταρα προβάτων, έδειξαν ότι η παρουσία 
της ΒΜΡ 2 αύξησε την οιστραδιόλη και την η ινχιβίνη Α καθώς τα κοκκώδη  κύτταρα 
διαφοροποιόντουσαν. Εποµένως, συνεπάγεται το συµπέρασµα ότι οι υποδοχείς ΒΜΡ 
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είναι παρόντες στις ωοθήκες των προβάτων και ότι BMPs µπορεί να έχει ένα ρόλο 
στη διαφοροποίηση των κοκκιωδών κυττάρων, ενισχύοντας την δράση της FSH 
(Souza et al., 2002). 
 
Στην όρνιθα και στα ποντίκια , ύστερα από καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων έδειξε 
ότι η BMP-2 αναστέλλει την παραγωγή της προγεστερόνης (Haugen et al., 2010) 
όπως επίσης και στα κοκκώδη κύτταρα των χοίρων και των βοωειδών (Brankin et al., 
2005).  
 
Στον άνθρωπο, σε καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων, έδειξαν ότι η ΒΜΡ-2 που 
υπάρχει στα κοκκώδη κύτταρα στα αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια µειώνει την έκφραση 
της Star πρωτείνης και έτσι καταστέλλεται η παραγωγή της προγεστερόνης. Όσον 
αφορά την οιστραδιόλη, η ΒΜΡ-2 έδειξε ότι επάγει την αρωµατάση στα 
αναπτυσσόµενα ωοθυλάκια και εµφανίζεται αύξηση της οιστραδιόλης (Shi et al., 
2010). 
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1.2.3 Αυξητικός τροποποιητικός παράγοντας 9 (Growth 
differentiation factor 9, GDF-9)  
 
Στις αρχές της δεκαετίας του 1990, εντοπίστηκε για πρώτη φορά ο  αυξητικός 
παράγoντας 9 (GDF-9) ως ένα µέλος της οικογένειας του TGF (ΜcPherron et al., 
1993). Ο GDF-9 εκφράζεται κυρίως στα ωοκύτταρα των ωοθυλακίων (McGrath et 
al., 1995). Σύµφωνα µε γονιδιακές µελέτες που πραγµατοποιήθηκαν σε ποντίκια 
δείχνει ότι ο  ουσιαστικός ρόλος του GDF-9 είναι στη ρύθµιση της λειτουργίας της 
ωοθήκης. Η ανεπάρκεια του GDF-9 στα θηλυκά ποντίκια έδειξε ότι προκαλεί 
στειρότητα και εµφανίζει αποτυχία της ωρίµανσης των ωοθυλακίων (εκτός του 
σταδίου του πρωτογενούς ωοθυλακίου) µε αποτέλεσµα την υπογονιµότητα. Στα 
αρσενικά ποντίκια, η ανεπάρκεια του GDF-9 δεν επέφερε καµιά αλλαγή και τα 
ποντίκια παρέµειναν γόνιµα (Dong et al., 1996). Επίσης, ο  GDF-9 παρουσιάζει 
ιδιαίτερο ενδιαφέρον καθώς έρευνες σε τρωκτικά δείχνουν ότι παίζει σηµαντικό ρόλο 
στον πολλαπλασιασµό των κοκκιωδών κυττάρων καθώς και στην εξέλιξη των 
κυττάρων της θήκης (Shimasaki et al., 2004). Ωστόσο, ο ρόλος του στη ρύθµιση του 
πολλαπλασιασµού των κυττάρων της θήκης δεν έχει διευκρινισθεί πλήρως. 
 
Σε ορισµένα πρώτιστα, τα κοκκιώδη κύτταρα καθώς και το ωοκύτταρο εκφράζουν το 
mRNA του GDF9 και την πρωτεΐνη του (Duffy, 2003). Το πρότυπο έκφρασης του 
GDF-9 διαφέρει µεταξύ των ειδών και συγκεκριµένα  παρατηρήθηκε για πρώτη φορά 
σε αρχέγονα ωοθυλάκια από πρόβατα, βοοειδή, γάτες και χάµστερ (Bodensteiner et 
al, 1999; Eckert et al, 2002; Wang & Roy, 2004) και σε πρωτογενή ωοθυλάκια στους 
αρουραίους, στα ποντίκια και στους ανθρώπους (Dube et al., 1998; Laitinen et al., 
1998). Σε πρόβατα, το mRNA του GDF9 ήταν παρόν σε γεννητικά κύτταρα πριν από 
τον σχηµατισµό του ωοθυλακίου και το mRNA και η πρωτεΐνη του GDF9 
εντοπίστηκε σε ωοκύτταρα που δεν είχαν πλήρως κοκκιώδη κύτταρα (Juengel et al., 
2004b). 
 
Επίσης, ο GDF-9 είναι συνδεδεµένος µε το οµόλογο του, GDF-9Β / µορφογενετική 
οστική πρωτεΐνη-15 (ΒΜΡ-15) και εκφράζονται στην ανθρώπινη ωοθήκη από το 
πρωτογενές στάδιο και µετά (Aaltonen et al., 1999; Teixeira et al., 2002). 
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Σηµατοδότηση του GDF-9  
 
Ο GDF9 µπορεί να παραχθεί από τα κοκκιώδη κύτταρα σε ορισµένα είδη (Prochazka 
et al., 2004). Η σηµατοδότηση αρχίζει όταν ο GDF-9 ενεργοποιεί τους παράγοντες 
µεταγραφής SMAD2 / 3 από τα κοκκιώδη κύτταρα µε την ενεργοποίηση του 
υποδοχέα BMP τύπου II (BMPR2) και του υποδοχέα τύπου Ι υποδοχέας-κινάσης που 
µοιάζει µε αυτόν της ακτιβίνης 5 (ALK5) (Kaivo et al., 2003). Ωστόσο, οι  αλλαγές 
των κυττάρων θήκης ALK5 mRNA κατά τη διάρκεια της ανάπτυξης των ωοθυλακίων 
και το ακριβές σύστηµα της ενδοκυτταρικής σηµατοδότησης που χρησιµοποιείται 
από τα κύτταρα της θήκης δεν έχουν ακόµη αξιολογηθεί.  
 
Μελέτες 
 
Ο ρόλος του GDF9 είναι σηµαντικός στην πρώιµη ανάπτυξη των ωοθυλακίων και 
στη γονιµότητα όπως δείχνουν οι  µελέτες σε µεταλλαγµένα ποντίκια (Carabatsos et 
al., 1998) και σε πρόβατα (Hanrahan et al., 2004). Όσον αφορά τα κύτταρα της 
θήκης, οι  ωοθήκες από τα ποντίκια που είχαν έλλειψη του GDF-9 µπλόκαραν τα 
ωοθυλάκια στο πρωτογενές στάδιο που σαν συνέπεια είχε την αποτυχία σχηµατισµού 
του στρώµατος της θήκης (Elvin et al., 1999).  
 
Ο GDF-9 ελέγχει την έκφραση αρκετών γονιδίων των ωαρίων που ρυθµίζουν την 
ανάπτυξη των ωοθυλακίων και προάγει τον πολλαπλασιασµό των κοκκιωδών 
κυττάρων. Φ αίνεται ότι ο GDF-9 σχετίζεται στενά µε τους BMP ωαρικούς 
αυξητικούς παράγοντες, αφού χρησιµοποιούν τους ίδιους υποδοχείς (BMPR II) (Vitt 
et al., 2002),  και στα ποντίκια ο  τρόπος έκφρασης του GDF-9 συµπίπτει µε αυτόν 
του BMP-15 (Dube et al., 1998). Εποµένως, οι αυξητικοί παράγοντες που 
εκκρίνονται από το ωάριο παίζουν σηµαντικό ρόλο στην ανάπτυξη των προ-
κοιλοτικών ωοθυλακίων µέσω της επίδρασης τους στα περιβάλλοντα κοκκώδη 
κύτταρα και στα κύτταρα της θήκης (Vanderhyden, 2003).  
 
Σε µελέτες που έγιναν in vitro, έδειξαν ότι τα ανθρώπινα ωάρια,  εκφράζουν GDF-9  
και BMP-15 σε υψηλά επίπεδα, και ότι ο GDF-9 ενεργοποιεί την ανάπτυξη των προ-
κοιλοτικών ωοθυλακίων (Hreinsson, et al., 2002). Επίσης, έ χει βρεθεί ότι η 
δυσλειτουργία στην έκφραση του GDF-9 σχετίζεται µε το σύνδροµο πολυκυστικών 
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ωοθηκών στις γυναίκες (Teixeira et al., 2002). Αυτά τα πειράµατα οδήγησαν στην 
αντίληψη ότι ο προερχόµενος από το ωάριο GDF-9 είναι αναντικατάστατο µόριο για 
τη µετάβαση του πρωτογενούς σε δευτερογενές ωοθυλακίου, πιθανότατα λόγω της 
ικανότητας του να διεγείρει τον πολλαπλασιασµό και τον τρόπο διάταξης των 
κοκκιωδών κυττάρων (Teixeira et al., 2002). 
 
Καθώς το ωοθυλάκιο µε άντρο αναπτύσσεται, οι GDF-9 και BMP-15 που παράγονται 
στο ωάριο, λειτουργούν σαν σήµατα µορφογενετικής διαφοροποίησης για τη 
δηµιουργία των διαφορετικών από λειτουργικής πλευράς τύπων κοκκωδών κυττάρων, 
ανάλογα µε τη θέση τους σε σχέση µε το ωάριο. Οι λειτουργικές αυτές διαφορές 
γίνονται εξαιρετικά σηµαντικές καθώς τα ωοθυλακικά  κύτταρα και το ωάριο 
ετοιµάζονται για την ωοθυλακιορρηξία. 
 
Το ωάριο είναι υπεύθυνο για την έκκριση των αυξητικών παραγόντων της 
οικογένειας του TGF-β, που περιλαµβάνει τον GDF-9 ο οποίος υποστηρίζει την 
φαινοτυπική διαφοροποίηση των κυττάρων του ωοφόρου δίσκου και ασκεί µαζί µε 
την βοήθεια των BMPs επιτρεπτική δράση ώστε τα κύτταρα του δίσκου να 
ανταποκριθούν στο ωορρηκτικό ερέθισµα (Eppig et al., 2002). 
 
Μελέτες σε κοκκώδη κύτταρα ποντικών έδειξε ότι ο GDF-9 αυξάνει την παραγωγή 
οιστραδιόλης και προγεστερόνης (Vitt et al., 200) και όταν βρίσκεται σε συνδιασµό 
µε την FSH (πειράµατα σε ποντίκια και βοοειδή) φίνεται να γίνεται αναστολή της 
παραγωγής της προγεστερόνης (Vitt et al., 200; Spicer et al., 2006). 
 
Πειραµατικές θεραπείες 
 
Η θεραπεία µε GDF9, σε πειράµατα ποντικιών (Solovyeva et al., 2000) και ανθρώπου 
(Yamamoto et al., 2002) έδειξε ότι αναστέλλεται η  παραγωγή προγεστερόνης. 
Ωστόσο, η θεραπεία µε GDF9 διαφέρει στα διάφορα είδη των κυττάρων της θήκης 
καθώς στον άνθρωπο µειώνει την φορσκολίνη η οποία προκαλείται από την 
παραγωγή ανδρογόνων από τα ανθρώπινα κύτταρα της θήκης (Yamamoto et al., 
2002), ενώ στα ποντίκια αυξάνεται η παραγωγή ανδρογόνων από τα κύτταρα θήκης 
των ποντικιών (Solovyeva et al., 2000). 
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Αντι-αποπτωτική δράση του GDF-9 
 
Μελέτες έδειξαν ότι ο GDF-9 έχει αντι-αποπτωτική δράση στα αρχόµενα κοιλοτικά 
ωοθυλάκια καθώς επίσης και στα κοκκιώδη κύτταρα αφού τα προστατεύει από το να 
υποστούν απόπτωση µέσω της ενεργοποίησης του µονοπατιού της 
φωσφατιδυλοϊνοσιτόλης 3-κινάσης / Akt. Επίσης, ο GDF-9 συµβάλλει στην επιβίωση 
των ωοθυλακίων και στην ανάπτυξή τους (από το στάδιο πριν τη δηµιουργία άντρου 
µέχρι το στάδιο των αρχόµενων κοιλοτικών ωοθυλακίων) µέσω της καταστολής της 
κυτταρικής απόπτωσης και της ατρησίας των κοκκιωδών κυττάρων (Orisaka et al., 
2010). 
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2. Υλικά και µέθοδοι 
 
Σκοπός 
 
Η παρούσα ερευνητική µελέτη είχε ως στόχο τη µελέτη της επίδραση του συνδιασµού 
της BMP-2 και του GDF-9  στη στεροειδογένεση των ωχρινοποιηµένων κοκκωδών 
κυττάρων.  
 
2.1 Τα κοκκώδη κύτταρα 
Ωχρινοποιηµένα κοκκώδη κύτταρα 3 γυναικών ηλικίας 20 έως 40 ετών      
χρησιµοποιήθηκαν για τη µελέτη της στεροειδογένεσης έπειτα από τη δράση της  
BMP-2 και του GDF -9 σε καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων. Τα κοκκώδη κύτταρα 
αποµονώνονταν από το ωοθυλακικό υγρό των γυναικών που υποβάλλονταν σε 
πρωτόκολλα της υποβοηθούµενης αναπαραγωγής. Στις γυναίκες αυτές γίνονταν 
πολλαπλή ωοθυλακική διέγερση χορηγώντας ανασυνδυασµένη FSH, GnRH αγωνιστή 
καθώς και για την τελική ωρίµανση των ωοθυλακίων χορηγούνταν hCG, 36 ώρες 
πριν την ωοληψία. Αξίζει να   επισηµάνουµε ότι η χρησιµοποίηση του ωοθυλακικού 
υγρού των γυναικών γίνονταν µε την πλήρη συγκατάθεσή τους. 
 
2.2 Πειραµατικό µέρος  
Η συλλογή του ωοθυλακικού υγρού πραγµατοποιούνταν µε την τεχνική της 
ωοληψίας. Τα κοκκώδη κύτταρα που εµπεριέχονταν σε αυτό αποµονώνονταν µε τη 
µέθοδο της καθίζησης, ακολουθώντας το πρωτόκολλο του Hillier (Hillier 1991). 
Μετά από την κατάλληλη επεξεργασία του δείγµατος, αποµακρύνονταν µε διαδοχικά 
ξεπλύµατα τα στοιχεία του αίµατος και οι  υπόλοιπες προσµίξεις του ωοθυλακικού 
υγρού (καθαρισµός των κυττάρων) και έπειτα γίνονταν η καθίζηση µόνο των 
επιθυµητών κοκκωδών κυττάρων (καθίζηση) (Hillier et al., 1991). Οι παραπάνω 
διαδικασίες πραγµατοποιήθηκαν σε  ασηπτικές συνθήκες. 
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2.2.1 Διαδικασία αποµόνωσης - καθαρισµού των κοκκωδών       
κυττάρων 
 
1. Το ωοθυλακικό υγρό των γυναικών που είχε συλλεχθεί, κατανέµεται ανά 6ml 
σε πλαστικά σωληνάρια χωρητικότητας 15ml και  αραιώνεται µε φωσφορικό 
αλατούχο ρυθµιστικό διάλυµα (Phosphate Buffered Saline ή PBS,Thermo 
Scientific) σε αναλογία 3 προς 1. Το PBS έχει την ικανότητα να 
συµπαρασύρει και να αποµακρύνει τα ερυθρά αιµοσφαίρια καθώς και τους 
υπόλοιπους ανεπιθύµητους παράγοντες του ωοθυλακικού υγρού. 
2. Το µίγµα αναδεύεται και αφήνεται σε ηρεµία, προκειµένου να καθιζάνουν τα 
κοκκώδη κύτταρα και να δηµιουργηθεί ίζηµα κυττάρων.  
3. Ακολουθεί αποµάκρυνση του υπερκειµένου, στο οποίο υπάρχουν τα ερυθρά 
αιµοσφαίρια και οι  διάφορες προσµίξεις του ωοθυλακικού υγρού. Το ίζηµα 
που αποµένει επαναδιαλύεται σε PBS και συγχρόνως γίνεται χειροκίνητος 
καθαρισµός του διαλύµατος. Η διαδικασία επαναλαµβάνεται για 5 φορές και 
ολοκληρώνεται µε  φυγοκέντρηση για 10λεπτά στις 800στροφές/λεπτό.  
4.  Το ίζηµα επαναδιαλύεται σε θρεπτικό µέσο 199 (Biochrom AG), τ ο οποίο 
εµπεριέχει 10% FBS (Fetal Bovine Serum ή FBS, Biochrom AG) 2% 
γλουταµίνη (Sigma USA) και 1% πενικιλλίνη/στρεπτοµυκίνη Sigma USA).  
5. Τέλος, γίνεται η µέτρηση των κοκκωδών κυττάρων και η εκτίµηση της 
βιωσιµότητάς τους.  
 
2.2.2 Καταµέτρηση και βιωσιµότητα κοκκωδών κυττάρων 
 
1.  Ισοποσότητες του κυτταρικού εναιωρήµατος και  χρωστικής µπλε του 
τρυπανίου (trypan blue, Gibco Intrivogen) χρησιµοποιούνται για τη µέτρηση 
των κυττάρων. Το µπλε του τρυπανίου διαπερνά την κυτταρική µεµβράνη και 
χρωµατίζει µπλε τα κύτταρα. Η µέτρηση των κυττάρων πραγµατοποιείται µε 
τη χρήση πλάκας  Neubauer και µικροσκοπίου αντίθετης φάσης.  
2. Τα κοκκώδη κύτταρα καταµετρούνται στα τέσσερα χαρακτηριστικά πεδία της  
      πλάκας Neubauer και υπολογίζεται ο µέσος όρος των κυττάρων καθώς και η  
      βιωσιµότητά τους ως εξής: 
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Αριθµός κυττάρων/ml: 
Μέσος όρος ζώντων κυττάρων(Ζ) x συνολικό όγκο (ml) των κυττάρων στο σωλήνα x 
αραίωση (=2) x 104 
Αριθµός κυττάρων στο δείγµα: 
Κύτταρα/ml x αρχικό όγκο εναιωρήµατος των κυττάρων στο σωλήνα 
Βιωσιµότητα των κοκκωδών κυττάρων (%): !έ#$%  ό"#$  !ώ#$%#  !"##ά%&'  (!)!"#$%&'ό  !"#$%ό  !"#  !"##ά%&'  (!) x 100 
 Πίνακας 1: Καταµέτρηση και Βιωσιµότητα των κοκκωδών κυττάρων 
3. Τα κύτταρα διαµοιράζονται σε τρυβλία πλάκας 24θέσεων. Η συγκέντρωση των 
κυττάρων ανά τρυβλίο είναι 75000/ml. Οι καλλιέργειες επωάζονται σε συνθήκες 
37οC  και 5% CO2. 
 
2.2.3 Προσδιορισµός συγκέντρωσης της BMP-2 και του GDF-9 
για την καλλιέργεια των κοκκωδών κυττάρων: 
 
Για τον προσδιορισµό της βέλτιστης συγκέντρωσης της BMP-2 και του GDF-9 σε 
σχέση µε την παραγωγή οιστραδιόλης και προγεστερόνης έγιναν δοκιµές των 
παρακάτω συγκεντρώσεων σε καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων για 48 ώρες. 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  Πίνακας 2: Συγκεντρώσεις της BMP και του GDF-9 
Πεδίο Α  Β  Γ  Δ  Μέσος όρος 
Αρ. ζώντων 
κυττάρων 
α  β  γ  δ  Ζ= !!!!!!!!  
Αρ. νεκρών 
κυττάρων 
ε  ζ  η  θ  Ν= !!!!!!!!  
Συνολικός αριθµός 
κυττάρων 
Σ= α+β+γ+δ+ε+ζ+η+θ 
BMP-2  GDF-9 
Control   Control  
0.5ng/ml  0.1ng/ml 
5ng/ml  1ng/ml 
50ng/ml  10ng/ml 
100ng/ml  50ng/ml 
500ng/ml  100ng/ml 
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Η στατιστική µελέτη που έγινε από τα αποτελέσµατα της ραδιοανοσοδοκιµασίας δεν 
έδειξε στατιστικά σηµαντικές διαφορές όσον αφορά την βέλτιστη συγκέντρωση της  
BMP-2 και του GDF-9 για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης και προγεστερόνης. Για 
αυτό το λόγο κινηθήκαµε βιβλιογραφικά και χρησιµοποιήσαµε 50ng/ml για την 
BMP-2 και 100ng/ml για το GDF-9. 
 
2.2.4 Καλλιέργεια των κοκκωδών κυττάρων µε BMP-2 και GDF-9: 
 
1. Οι καλλιέργειες υποβάλλονται σε προ-επώαση 48 ωρών  στον κλίβανο, µε 
θρεπτικό µέσο που περιέχει ορό ώστε να προωθηθεί η επικόλληση και η  
ανάπτυξη των κυττάρων  στην επιφάνεια καλλιέργειας.  
Με το τέλος της προ-επώασης, το θρεπτικό µέσο αντικαθίσταται µε φρέσκο 
µέσο καλλιέργειας ελεύθερο ορού στο οποίο προστίθεται ανδροστενδιόνη 
(Α4) σε συγκέντρωση 0.1Μ (Α4, Sigma USA), ως υπόστρωµα 
αρωµατοποίησης. 
2. Οι καλλιέργειες διαχωρίστηκαν στις εξής παρακάτω οµάδες :     
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
             Πίνακας 3: Οµάδες καλλιέργειας 
 
3. Οι καλλιέργειες τοποθετούνται στον κλίβανο για επώαση για 48 ώρες.  
4. Με το πέρας του χρονικού διαστήµατος της καλλιέργειας γίνεται η συλλογή 
του υπερκειµένου και αποθήκευση στους -80οC µέχρι την πραγµατοποίηση 
των µετρήσεων της 17β-οιστραδιόλης και της προγεστερόνης.  
5. Η µέθοδος για την µέτρηση των ορ µονών που ακολουθήθηκε ήταν η 
ραδιοανοσοδοκιµασία (RIA). 
Συνδιασµοί ορµονών στις καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων 48 ωρών  
1) Control (Οµάδα ελέγχου Α4) 
2) BMP-2 (50ng/ml) 
3) GDF-9 (100ng/ml) 
4) BMP-2 (50ng/ml) + GDF-9 (100ng/ml) 
5) BMP-2 (50ng/ml) + FSH (10ng/ml) 
6) BMP-2 (50ng/ml) +FSH (10ng/ml) + GDF-9 (100ng/ml) 
7) GDF-9 (100ng/ml) + FSH (10ng/ml) 
8) FSH (10ng/ml) 
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3. Αποτελέσµατα 
 
Για την στατιστική ανάλυση των αποτελεσµάτων των συγκεντρώσεων της BMP-2 
και του GDF-9 σε καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων διαστήµατος 48 ωρών  
χρησιµοποιήθηκε αρχικά το t-test για δύο ανεξάρτητες µεταβλητές όπου έγινε 
σύγκριση της παραγωγής της 17-β οιστραδιόλης και της προγεστερόνης για την 
BMP-2 και για τον GDF-9 σε σχέση µε την ο µάδα ελέγχου (control). Στη 
συνέχεια έγινε η ανάλυση διασποράς (one-way ANOVA) όπου συγκρίθηκαν 
µεταξύ τους όλες οι  συγκεντρώσεις για την BMP-2 και για τον GDF-9 για τον 
προσδιορισµό της βέλτιστης συγκέντρωσής τους όσον αφορά την µέγιστη 
έκκριση της 17β- οιστραδιόλης και της προγεστερόνης σε διάστηµα 48 ωρών. Η 
στατιστική µελέτη δεν έδειξε ιδιαίτερα στατιστικά σηµαντική διαφορά στις 
διάφορες συγκεντρώσεις της BMP-2 και του GDF-9 και γι’αυτό το λόγο 
επιλέξαµε για την συνέχεια του πειράµατος την συγκέντρωση για τ ην BMP-2 
50ng/ml και για τον GDF-9 100ng/ml οι  οποίες αναφέρονται βιβλιογραφικά ότι 
είναι σηµαντικές. Τέλος, πραγµατοποιήθηκε στατιστική µελέτη µε την ανάλυση 
διασποράς  (one-way ANOVA), για την παραγωγή της 17-β οιστραδιόλης και 
προγεστερόνης σε καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων διαστήµατος 48 ωρών, 
στους εξής  συνδυασµούς: Οµάδα ελέγχου (Control), BMP-2, GDF-9, BMP-
2+GDF-9, BMP-2+FSH, BMP-2+GDF-9+FSH, GDF-9+FSH, FSH. Το 
στατιστικό πρόγραµµα που χρησιµοποιήθηκε ήταν το SPSS 17.0. 
 
A) Τα αποτελέσµατα που πήραµε µετά την ραδιοανοσοδοκιµασία (RIA) για τον 
προσδιορισµό της βέλτιστης συγκέντρωσης BMP-2 και του GDF-9 για την µέγιστη 
παραγωγή 17-β οιστραδιόλης και προγεστερόνης ήταν τα παρακάτω: 
 
Group    Οιστραδιόλη 
(Ε2) 
Προγεστερόνη (Ρ4) 
Control   1746 96 
1056 100 
1691 240 
BMP-2  0.5ng/ml 2200	   60	  
1030	   100	  
1597	   182	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BMP-2 5ng/ml 2147	   510	  
1435	   140	  
1627	   164	  
BMP-2 50ng/ml 2190	   506	  
1100	   80	  
1595	   150	  
BMP-2 100ng/ml 2564	   428	  
1142	   520	  
1605	   148	  
BMP-2 500ng/ml 2021	   540	  
764	   76	  
1573	   128	  
GDF-9 0.1ng/ml 2429 512 
1450 142 
1708 344 
GDF-9 1ng/ml 2349 450 
1987 190 
1699 228 
GDF-9 10ng/ml 2661 504 
2051 150 
702	   54	  
GDF-9 50ng/ml 2247 446 
2073 258 
1702 224 
GDF-9 100ng/ml 2454 554 
1268 90 
1718 252 
Πίνακας 4: Αποτελέσµατα της RIA για τον προσδιορισµό συγκεντρώσεων BMP-2, GDF-9 
 
t-test για δύο ανεξάρτητες µεταβλητές 
 
BMP-2  
 
• Για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης 
 
Group Statistics 
 Group N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
E2 Control 3 1497.6667 383.48186 221.40335 
BMP2 15 1639.3333 507.29967 130.98421 
 
Πίνακας 5: Επίδραση της BMP-2 για την παραγωγή 17-β οισταδιόλης 
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Γράφηµα 1: Απεικόνιση της παραγωγής 17-β οιστραδιόλης από την BMP-2 σε σχέση µε την 
οµάδα ελέγχου. 
 
• Για την παραγωγή προγεστερόνης 
Group Statistics 
 Group N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
P4 Control 3 145.3333 82.00813 47.34742 
BMP2 15 248.8000 188.78983 48.74532 
 
Πίνακας 6: Επίδραση της BMP-2 για την παραγωγή προγεστερόνης 
 
 
Γράφηµα 2: Απεικόνιση της παραγωγής της προγεστερόνης από την BMP-2 σε σχέση µε την 
οµάδα ελέγχου. 
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GDF-9 
• Για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης 
 
Group Statistics 
 Group N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
E2 Control 3 1497.6667 383.48186 221.40335 
GDF9 15 1899.8667 516.50665 133.36144 
 
Πίνακας 7: Επίδραση του GDF-9 για την παραγωγή 17-β οισταδιόλης 
 
 
Γράφηµα 3: Απεικόνιση της παραγωγής 17-β οιστραδιόλης από τον GDF-9 σε σχέση µε την 
οµάδα ελέγχου. 
 
• Για την παραγωγή προγεστερόνης 
 
Group Statistics 
 Group N Mean Std. Deviation Std. Error Mean 
P4 Control 3 145.3333 82.00813 47.34742 
GDF9 15 293.2000 163.73812 42.27700 
 
Πίνακας 8: Επίδραση του GDF-9 για την παραγωγή προγεστερόνης 
 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
07/06/2020 16:11:47 EEST - 137.108.70.13
  32 
 
Γράφηµα 4: Απεικόνιση της παραγωγής της προγεστερόνης από τον GDF-9 σε σχέση µε την 
οµάδα ελέγχου. 
 
Η στατιστική ανάλυση µε t-test για δύο ανεξάρτητες µεταβλητές ανάµεσα στην BMP-
2 και την ο µάδα ελέγχου για την παραγωγή της 17-β οιστραδιόλης και της 
προγεστερόνης έδειξε ότι : α) η BMP-2 προκαλεί σχετικά µικρή αύξηση της 17-β 
οιστραδιόλης σε σχέση µε την ο µάδα ελέγχου (Γράφηµα 1) ενώ παρατηρείται 
σηµαντική αύξηση της προγεστερόνης από την BMP-2 σε σχέση µε την ο µάδα 
ελέγχου (Γράφηµα 2).  
 
Για τον GDF-9 η στατιστική ανάλυση έδειξε ότι ο  GDF-9 προκαλεί σηµαντική 
αύξηση της παραγωγής τόσο της 17-β οιστραδιόλης (Γράφηµα 3) όσο και της 
προγεστερόνης (Γράφηµα 4) σε σχέση µε την οµάδα ελέγχου. 
 
Στην συνέχεια πραγµατοποιήθηκε στατιστική ανάλυση διασποράς (one-way Anova) 
για την σύγκριση των συγκεντρώσεων της BMP-2 (0.5 ng/ml, 5 ng/ml, 50 ng/ml, 100 
ng/ml, 500 ng/ml) και του GDF-9 (0.1 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 50 ng/ml, 100 
ng/ml) για την εύρεση της µέγιστης παραγωγής της 17-β οιστραδιόλης και της 
προγεστερόνης. 
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 Ανάλυση διασποράς (one-way ANOVA) 
BMP-2 
 
• Σύγκριση των συγκεντρώσεων της BMP-2 σε σχέση µε την παραγωγή της 17-
β οιστραδιόλης. 
E2 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean 
Lower Bound Upper Bound 
Control 3 1497,6667 383,48186 221,40335 545,0449 2450,2884 
0,5ng/ml 3 1609,0000 585,09230 337,80320 155,5502 3062,4498 
5 ng/ml 3 1736,3333 368,37662 212,68234 821,2351 2651,4316 
50 ng/ml 3 1628,3333 545,76399 315,09699 272,5804 2984,0862 
100 ng/ml 3 1770,3333 725,27397 418,73712 -31,3471 3572,0138 
500 ng/ml 3 1452,6667 637,08110 367,81895 -129,9305 3035,2639 
Total 18 1615,7222 481,86107 113,57574 1376,0983 1855,3461 
 
Πίνακας 9: Επίδραση των συγκεντρώσεων της BMP-2 για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης 
 
Bonferoni 
(I) Group (J) Group Mean Difference 
(I-J) 
Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 
Control 
0,5ng/ml -111,33333 453,97573 1,000 -1767,8405 1545,1738 
5 ng/ml -238,66667 453,97573 1,000 -1895,1738 1417,8405 
50 ng/ml -130,66667 453,97573 1,000 -1787,1738 1525,8405 
100 ng/ml -272,66667 453,97573 1,000 -1929,1738 1383,8405 
500 ng/ml 45,00000 453,97573 1,000 -1611,5072 1701,5072 
0,5ng/ml 
Control 111,33333 453,97573 1,000 -1545,1738 1767,8405 
5 ng/ml -127,33333 453,97573 1,000 -1783,8405 1529,1738 
50 ng/ml -19,33333 453,97573 1,000 -1675,8405 1637,1738 
100 ng/ml -161,33333 453,97573 1,000 -1817,8405 1495,1738 
500 ng/ml 156,33333 453,97573 1,000 -1500,1738 1812,8405 
5 ng/ml 
Control 238,66667 453,97573 1,000 -1417,8405 1895,1738 
0,5ng/ml 127,33333 453,97573 1,000 -1529,1738 1783,8405 
50 ng/ml 108,00000 453,97573 1,000 -1548,5072 1764,5072 
100 ng/ml -34,00000 453,97573 1,000 -1690,5072 1622,5072 
500 ng/ml 283,66667 453,97573 1,000 -1372,8405 1940,1738 
50 ng/ml 
Control 130,66667 453,97573 1,000 -1525,8405 1787,1738 
0,5ng/ml 19,33333 453,97573 1,000 -1637,1738 1675,8405 
5 ng/ml -108,00000 453,97573 1,000 -1764,5072 1548,5072 
100 ng/ml -142,00000 453,97573 1,000 -1798,5072 1514,5072 
500 ng/ml 175,66667 453,97573 1,000 -1480,8405 1832,1738 
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100 ng/ml 
Control 272,66667 453,97573 1,000 -1383,8405 1929,1738 
0,5ng/ml 161,33333 453,97573 1,000 -1495,1738 1817,8405 
5 ng/ml 34,00000 453,97573 1,000 -1622,5072 1690,5072 
50 ng/ml 142,00000 453,97573 1,000 -1514,5072 1798,5072 
500 ng/ml 317,66667 453,97573 1,000 -1338,8405 1974,1738 
500 ng/ml 
Control -45,00000 453,97573 1,000 -1701,5072 1611,5072 
0,5ng/ml -156,33333 453,97573 1,000 -1812,8405 1500,1738 
5 ng/ml -283,66667 453,97573 1,000 -1940,1738 1372,8405 
50 ng/ml -175,66667 453,97573 1,000 -1832,1738 1480,8405 
100 ng/ml -317,66667 453,97573 1,000 -1974,1738 1338,8405 
       
 
 
 
 
 
Γράφηµα 5: Απεικόνιση των συγκεντρώσεων της BMP-2 για την παραγωγή της 17-β 
οιστραδιόλης. 
 
 
• Σύγκριση των συγκεντρώσεων της BMP-2 σε σχέση µε την παραγωγή της 
προγεστερόνης. 
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Descriptives 
P4 N Mean Std. Deviation Std. Error 95% Confidence Interval for Mean 
Lower Bound Upper Bound 
Control 3 145,3333 82,00813 47,34742 -58,3862 349,0528 
0,5 ng/ml 3 114,0000 62,19325 35,90729 -40,4966 268,4966 
5 ng/ml 3 271,3333 207,03945 119,53428 -242,9812 785,6478 
50 ng/ml 3 245,3333 228,44109 131,89053 -322,1458 812,8125 
100 ng/ml 3 365,3333 193,75586 111,86500 -115,9829 846,6496 
500ng/ml 3 248,0000 254,21251 146,76966 -383,4989 879,4989 
Total 18 231,5556 178,09390 41,97714 142,9915 320,1196 
 
Πίνακας 10: Επίδραση των συγκεντρώσεων της BMP-2 για την παραγωγή προγεστερόνης. 
(I) Group (J) Group Mean Difference 
(I-J) 
Std. Error Sig. 95% Confidence Interval 
Lower Bound Upper Bound 
Control 
0,5 ng/ml 31,33333 151,95370 1,000 -523,1289 585,7955 
5 ng/ml -126,00000 151,95370 1,000 -680,4622 428,4622 
50 ng/ml -100,00000 151,95370 1,000 -654,4622 454,4622 
100 ng/ml -220,00000 151,95370 1,000 -774,4622 334,4622 
500ng/ml -102,66667 151,95370 1,000 -657,1289 451,7955 
0,5 ng/ml 
Control -31,33333 151,95370 1,000 -585,7955 523,1289 
5 ng/ml -157,33333 151,95370 1,000 -711,7955 397,1289 
50 ng/ml -131,33333 151,95370 1,000 -685,7955 423,1289 
100 ng/ml -251,33333 151,95370 1,000 -805,7955 303,1289 
500ng/ml -134,00000 151,95370 1,000 -688,4622 420,4622 
5 ng/ml 
Control 126,00000 151,95370 1,000 -428,4622 680,4622 
0,5 ng/ml 157,33333 151,95370 1,000 -397,1289 711,7955 
50 ng/ml 26,00000 151,95370 1,000 -528,4622 580,4622 
100 ng/ml -94,00000 151,95370 1,000 -648,4622 460,4622 
500ng/ml 23,33333 151,95370 1,000 -531,1289 577,7955 
50 ng/ml 
Control 100,00000 151,95370 1,000 -454,4622 654,4622 
0,5 ng/ml 131,33333 151,95370 1,000 -423,1289 685,7955 
5 ng/ml -26,00000 151,95370 1,000 -580,4622 528,4622 
100 ng/ml -120,00000 151,95370 1,000 -674,4622 434,4622 
500ng/ml -2,66667 151,95370 1,000 -557,1289 551,7955 
100 ng/ml 
Control 220,00000 151,95370 1,000 -334,4622 774,4622 
0,5 ng/ml 251,33333 151,95370 1,000 -303,1289 805,7955 
5 ng/ml 94,00000 151,95370 1,000 -460,4622 648,4622 
50 ng/ml 120,00000 151,95370 1,000 -434,4622 674,4622 
500ng/ml 117,33333 151,95370 1,000 -437,1289 671,7955 
500ng/ml Control 102,66667 151,95370 1,000 -451,7955 657,1289 
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0,5 ng/ml 134,00000 151,95370 1,000 -420,4622 688,4622 
5 ng/ml -23,33333 151,95370 1,000 -577,7955 531,1289 
50 ng/ml 2,66667 151,95370 1,000 -551,7955 557,1289 
100 ng/ml -117,33333 151,95370 1,000 -671,7955 437,1289 
 
 
 
 
Γράφηµα 6: Απεικόνιση των συγκεντρώσεων της BMP-2 για την παραγωγή προγεστερόνης 
 
GDF-9  
• Σύγκριση των συγκεντρώσεων σε σχέση µε την παραγωγή της 17-β 
οιστραδιόλης. 
 
 
 
Πίνακας 11: Επίδραση των συγκεντρώσεων του GDF-9 για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης 
E2 N Mean Std. Deviation Std. Error 
Control 3 1497,6667 383,48186 221,40335 
GDF-9 0,1ng/ml 3 1862,3333 507,41929 292,95866 
GDF-9 1ng/ml 3 2011,6667 325,70129 188,04373 
GDF-9 10ng/ml 3 1804,6667 1002,46214 578,77178 
GDF-9 50ng/ml 3 2007,3333 278,37086 160,71749 
GDF-9 100ng/ml 3 1813,3333 598,71975 345,67101 
Total 18 1832,8333 510,67640 120,36758 
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Bonferoni 
(I) Group (J) Group Mean Difference 
(I-J) 
Std. Error Sig. 
Control 
GDF-9 0,1ng/ml -364,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml -514,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml -307,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml -509,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml -315,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml 
Control 364,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml -149,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml 57,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml -145,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml 49,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml 
Control 514,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml 149,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml 207,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml 4,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml 198,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml 
Control 307,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -57,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml -207,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml -202,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml -8,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml 
Control 509,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml 145,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml -4,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml 202,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml 194,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 100ng/ml 
Control 315,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -49,00000 465,65366 1,000 
GDF-9 1ng/ml -198,33333 465,65366 1,000 
GDF-9 10ng/ml 8,66667 465,65366 1,000 
GDF-9 50ng/ml -194,00000 465,65366 1,000 
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Γράφηµα 7: Απεικόνιση των συγκεντρώσεων του GDF-9 για την παραγωγή 17-β 
οιστραδιόλης. 
 
• Σύγκριση των συγκεντρώσεων σε σχέση µε την παραγωγή της 
προγεστερόνης. 
 
 
                                                Descriptives 
P4 N Mean Std. Deviation Std. Error 
Control 3 145,3333 82,00813 47,34742 
GDF-9 0,1ng/ml 3 332,6667 185,26018 106,96001 
GDF-9 1ng/ml 3 289,3333 140,43266 81,07884 
GDF-9 10ng/ml 3 236,0000 237,00633 136,83567 
GDF-9 50ng/ml 3 309,3333 119,57146 69,03461 
GDF-9 100 ng/ml 3 298,6667 235,49381 135,96241 
Total 18 268,5556 161,51023 38,06833 
 
 
Πίνακας 12: Επίδραση των συγκεντρώσεων του GDF-9 για την παραγωγή προγεστερόνης 
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Bonferoni 
(I) Group (J) Group Mean Difference 
(I-J) 
Std. Error Sig. 
Control 
GDF-9 0,1ng/ml -187,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml -144,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml -90,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml -164,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml -153,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml 
Control 187,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml 43,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml 96,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml 23,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml 34,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml 
Control 144,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -43,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml 53,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml -20,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml -9,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml 
Control 90,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -96,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml -53,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml -73,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml -62,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml 
Control 164,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -23,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml 20,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml 73,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml 10,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 100 ng/ml 
Control 153,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 0,1ng/ml -34,00000 144,02726 1,000 
GDF-9 1ng/ml 9,33333 144,02726 1,000 
GDF-9 10ng/ml 62,66667 144,02726 1,000 
GDF-9 50ng/ml -10,66667 144,02726 1,000 
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Γράφηµα 8: Απεικόνιση των συγκεντρώσεων του GDF-9 για την παραγωγή προγεστερόνης. 
 
Από την ανάλυση διασποράς (one-way Anova) για την εύρεση της συγκέντρωσης της 
βέλτιστης παραγωγής της 17-β οιστραδιόλης (για την BMP-2, γράφηµα 5 και για τον 
GDF-9, γράφηµα 7) και προγεστερόνης (για την BMP-2, γράφηµα 6 και για τον 
GDF-9, γράφηµα 8) των παραγόντων BMP-2 και GDF-9 δεν παρατηρήθηκαν 
στατιστκά σηµαντικές διαφορές ίσως εξαιτίας των λίγων δειγµάτων.  
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Γ) Αποτελέσµατα µετρήσεων των συνδυασµών ορµονών των κοκκωδών κυττάρων  
 
GROUP	   ESTRADIOL	  (E2)	   PROGESTERONE	  (P4)	  
CONTROL	  
	  	  
	  	  
1593	   214	  
493	   84	  
1106	   160	  
BMP-­‐2	  
	  	  
	  	  
1721	   272	  
620	   68	  
1290	   178	  
GDF-­‐9	  
	  	  
	  	  
2295	   306	  
766	   136	  
1563	   220	  
BMP-­‐2	  &	  GDF-­‐9	  
	  	  
	  	  
1976	   222	  
713	   92	  
1534	   210	  
BMP-­‐2	  &	  FSH	  
	  	  
	  	  
1432	   216	  
368	   54	  
1131	   180	  
BMP-­‐2	  &	  GDF-­‐9	  &	  FSH	  
	  	  
	  	  
1807	   240	  
561	   72	  
1559	   198	  
GDF-­‐9	  &	  FSH	  
	  	  
	  	  
2375	   322	  
760	   138	  
758	   98	  
FSH	  
	  	  
	  	  
1602	   236	  
514	   74	  
530	   74	  
Πίνακας 13: Αποτελέσµατα µετρήσεων των συνδυασµών ορµονών των κοκκωδών κυττάρων 
µε την µέθοδο RIA. 
• Για την παραγωγή 17-β οιστραδιόλης 
 
 
 
 
E2 
N Mean Std. Deviation Std. Error 
CONTROL 3 1064,0000 551,20142 318,23629 
BMP-2 3 1210,3333 554,80657 320,31772 
GDF-9 3 1541,3333 764,73024 441,51721 
BMP-2+GDF-9 3 1407,6667 640,90743 370,02808 
BMP-2+FSH 3 977,0000 548,46240 316,65491 
BMP-2+GDF-9+FSH 3 1309,0000 659,54833 380,79041 
GDF-9+FSH 3 1297,6667 932,99857 538,66698 
FSH 3 882,0000 623,58961 360,02963 
Total 24 1211,1250 599,03200 122,27689 
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Γράφηµα 9: Απεικόνιση της παραγωγής της E2 στους συνδυασµούς 
 
 
• Για την παραγωγή προγεστερόνης 
 
P4 N Mean Std. Deviation Std. Error 
CONTROL 3 152,6667 65,30952 37,70647 
BMP-2 3 172,6667 102,10452 58,95007 
GDF-9 3 220,6667 85,00196 49,07590 
BMP-2+GDF-9 3 174,6667 71,84242 41,47824 
BMP-2+FSH 3 150,0000 85,06468 49,11212 
BMP-2+GDF-9+FSH 3 170,0000 87,42997 50,47772 
GDF-9+FSH 3 186,0000 119,46548 68,97342 
FSH 3 128,0000 93,53074 54,00000 
Total 24 169,3333 79,64414 16,25729 
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Γράφηµα 9: Απεικόνιση της παραγωγής της P4 στους συνδυασµούς 
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4. Συζήτηση 
 
Τα αποτελέσµατα της συγκεκριµένης µελέτης, προσδιορίζουν την δράση του 
συνδιασµού της BMP-2 και του GDF-9 στη στεροειδογένεση των ανθρώπινων 
κοκκωδών κυττάρων. Καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων επωάστηκαν σε διάφορες 
συγκεντώσεις της BMP-2 και του GDF-9 για 48 ώρες ώστε να  π ροσδιοριστεί η 
βέλτιστη συγκέντρωση για την παραγωγή 17β-οιστραδιόλης και προγεστερόνης. Η 
στατιστική µελέτη που έγινε δεν έδειξε σηµαντικές µεταβολές στην παραγωγή 17β-
οιστραδιόλης και προγεστερόνης , για αυτό το λόγο χρησιµοποιήθηκαν για την BMP-
2 50ng/ml και για το GDF-9 100ng/ml που σύµφωνα µε βιβλιογραφικές αναφορές 
παρουσιάζουν στατιστικά σηµαντικές µεταβολές (Haugen et al., 2010; Vitt et al., 
2000). Εφόσον προσδιορίστηκε η βέλτιστη συγκέντρωση της BMP-2 και του GDF-9 
ακολούθησε καλλιέργεια κοκκωδών κυττάρων για 48 ώρες, µε τους ακόλουθους 
συνδιασµούς ορ µονών: BMP-2, GDF-9, BMP-2+GDF-9, BMP-2+FSH, BMP-
2+GDF-9+FSH, GDF-9+FSH, FSH  µε σκοπό να προσδιοριστεί  η επίδραση του 
συνδυασµού της BMP-2 και του GDF-9 στην παραγωγή των στεροειδών ορµονών. 
 
Προγενέστερες µελέτες σε κοκκώδη κύτταρα προβάτων έδειξαν πως η ΒΜΡ-2 
προκαλεί αύξηση των επιπέδων της οιστραδιόλης και διαφοροποίηση των κοκκωδών 
κυττάρων (Souza et al., 2002).  Σε µελέτες πού έγιναν σε ανθρώπινα κοκκώδη 
κύτταρα βρέθηκε πώς η BMP-2 αυξάνει την έκφραση των υποδοχέων της FSH  και 
του mRNA της αρωµατάσης. Το γεγονός αυτό αυξάνει τη µετατροπή της 
ανδροστενδιόνης σε οιστραδιόλη που έχει ως αποτέλεσµα την αύξηση της παραγωγής 
της οιστραδιόλης (Shi et al., 2011).  
 
Αντίθετες ήταν οι  επιδράσεις της ΒΜΡ-2 στην παραγωγή της προγεστερόνης. 
Μελέτες που έγιναν σε κοκκώδη κύτταρα χοίρων και βοοειδών έδειξαν πώς η BMP-2  
προκαλούσε αναστολή της παραγωγής της προγεστερόνης (Brankin et al., 2005).Η 
BMP-2 προκαλεί αναστολή της προγεστερόνης η οποία προκαλείται από την 
επαγώµενη FSH σε κοκκώδη κύτταρα ορνιθών (Haugen  et al., 2010).  
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Όσον αφορά τη δράση του GDF-9 στη λειτουργία των ωοθηκών έχει βρεθεί σε 
µελέτες που έγιναν σε κοκκώδη κύτταρα ποντικιών ότι ο GDF-9 αυξάνει την 
παραγωγή της 17-β οιστραδιόλης και της προγεστερόνης (Vitt et al., 2000). Όσον 
αφορά την δράση του συνδυασµού του GDF-9 στην FSH, έδειξαν ότι ο GDF-9 
αναστέλλει α) την παραγωγή της προερχόµενης 17-β οιστραδιόλης από την FSH 
((Vitt et al., 2000) και β) την παραγωγή της προγεστερόνης (µελέτες σε ποντίκια και 
βοοειδή) (Vitt et al., 2000; Spicer et al., 2006).   
 
Η παρούσα µελέτη, η οποία πραγµατοποιήθηκε για πρώτη φορά  σε καλλιέργειες 
ανθρώπινων κοκκωδών κυττάρων, έδειξε χωρίς στατιστικά σηµαντική διαφορά ότι η 
ΒΜΡ-2 τείνει να αυξήσει (κατά 14%) την  παραγωγή της οιστραδιόλης σε 
καλλιέργειες κοκκωδών κυττάρων που επώαστηκαν για 48 ώρες. Το αποτέλεσµα 
αυτό είναι σύµφωνο µε τις  προηγούµενες µελέτες πού έχουν πραγµατοποιηθεί σε 
πρόβατα (Souza et al., 2002). Όσον αφορά στην  προγεστερόνη  παρατηρήθηκε πως η 
ΒΜΡ-2 προκάλεσε αύξηση της παραγωγής της (κατά 13%), γεγονός το οποίο έρχεται 
σε αντίθεση µε τις προηγούµενες µελέτες σε κοκκώδη κύτταρα χοίρων και βοοειδών 
(Brankin et al., 2005). 
 
Συγκρίνοντας τον συνδυασµό BMP-2+FSH ως προς την παραγωγή της οιστραδιόλης 
σε σχέση µε την FSH παρατηρήθηκε µια µικρή αύξηση της, γεγονός που συµφωνεί µε 
τη µελέτη που έγινε στα ανθρώπινα κοκκώδη κύτταρα όπου έδειξε θετική δράση της     
ΒΜΡ-2 στην έκφραση των υποδοχέων της FSH και κατά συνέπεια στην παραγωγή 
της οιστραδιόλης (Shi et al., 2011). 
 
Στην συνέχεια ελέγξαµε την δράση του GDF-9, o οποίος φαίνεται να αυξάνει την 
παραγωγή της 17-β οιστραδιόλης (45%) και της προγεστερόνης (45%) και αυτό 
συµφωνεί µε τις µελέτες που έγιναν σε κοκκώδη κύτταρα ποντικιών (Vitt et al., 
2000). Επίσης η δράση του συνδυασµού του GDF-9 + FSH φαίνεται να δρα 
ανασταλτικά σε σχέση µε τον GDF-9 στην παραγωγή της 17-β οιστραδιόλης και της 
προγεστερόνης και αυτό επιβεβαιώνεται από τις µελέτες που έγιναν σε κ οκκώδη 
κύτταρα ποντικιών και βοοειδών (Vitt et al., 2000; Spicer et al., 2006).   
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Όσον αφορά την επίδραση του συνδυασµού BMP-2 + GDF-9 φαίνεται να παράγει 
µία ενδιάµεση τιµή µεταξύ της BMP-2 και του GDF-9 στην παραγωγή οιστραδιόλης ( 
αύξηση 32% σε σχέση µε το control) και προγεστερόνης ( αύξηση 14% σε σχέση µε 
το control). Αυτό υποδηλώνει ότι υπάρχει κάποια σχέση αλληλεπίδρασής µεταξύ 
τους. Αντίστοιχες µελέτες δεν έχουν γίνει. 
 
Από τα αποτελέσµατα της παρούσας µελέτης προκύπτει ότι η BMP-2 έχει την τάση 
να προκαλεί µείωση της δράση  του GDF-9 τόσο για την παραγωγή 17-β 
οιστραδιόλης όσο και για την παραγωγή προγεστερόνης καθώς ο συνδυασµός αυτών 
(BMP-2+GDF-9) δηµιουργεί ενδιάµεσες τιµές (µεταξύ της BMP-2 και του GDF-9) 
στην παραγωγή οιστραδιόλης και προγεστερόνης. Σαφή συµπεράσµατα δεν µπορούν 
εξαχθούν διότι ο αριθµός των δειγµάτων ήταν µικρός. Γι’ αυτό επιφυλασσόµαστε για 
περαιτέρω δοκιµές στο µέλλον σχετικά µε τη δοσολογία των ορµονών καθώς και για 
τη χρησιµοποίηση περισσότερων δειγµάτων στις οµάδες µελέτης. 
 
Συµπερασµατικά, η BMP-2 και ο GDF-9 έχουν σηµαντικό ρόλο σ την 
στεροειδογένεση των ωοθηκών. Η BMP-2 είναι υπεύθυνη για την αύξηση των 
επιπέδων της οιστραδιόλης και παίζει  ρόλο στην ρύθµιση της ωοθυλακιογένεσης, της 
ωοθυλακιορρηξίας καθώς και της ωχρινοποίησης των ωοθυλακίων. Ο GDF-9 είναι 
υπεύθυνος για την αύξηση οιστραδιόλης και προγεστερόνης καθώς παίζει ρόλο στον 
πολλαπλασιασµό των κοκκωδών κυττάρων. .   
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